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(57) (.'invention concerne un reactif pour la determi- 
nation des leucocytes et la mesure de rhemoglobine 
dans un echantilion de sang. Ce reactif comprend un 
systeme tampon propre a ajuster selectivement le pH 
du reactif a une valeur acide, au moins un detergent de 



type cationique, un compose nitro-gene et facultative- 
ment au moins un sel inorganique. Ce reactif est utilisa- 
ble dans les analyses h^matologiques en medecine hu- 
maine et permet aussi I'identification d'une sous-popu- 
lation leucocytaire, en particulier les polynucleaires ba- 
sophiles. 



1^ 
O) 
CM 

O) 
CO 



CL 
LU 



Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR) 



EP 1 039 297 A1 



Description 

[0001] L'invention se rapporte aux analyses hematologiques. 

[0002] Elle concerne plus particulierement un reactif pour (a determination des leucocytes et la mesure de I'hemo- 
globine dans un echantillon de sang. 

[0003] L'invention vise egalement a procurer un tel reactif qui permet Identification d'une sous-population leucocy- 
taire, en particulier les polynucleaires basophiles. 

[0004] La determination des leucocytes, en particulier de certaines sous -populations leucocytaires, ainsi que la me- 
sure de la concentration en hemoglobine des erythrocytes ou globules rouges sont tres importantes pour le diagnostic 
en pathologie humaine. 

[0005] On rappelle ici que les leucocytes, ou globules blancs humains, sont divises en cinq sous-populations, a 
savoir trois sous-populations principales : les lymphocytes, monocytes et polynucleaires ou granulocytes, ces derniers 
etant eux-memes subdivises en neutrophiles, eosinophils et basophiles, en fonction des caracteristiques de leurs 
granules cytoplasmiques. 

[0006] La determination des leucocytes totaux ainsi que ('identification de leurs dif?6rentes sous -populations sont 
realisees par I'intermediaire de techniques traditionnelles d'observation microscopique, ou de techniques plus moder- 
nes, fondees principalement sur la mesure de variations de resistivite (WO 84/03771) ou la diffraction optique (US 3 
740 143) developpees pour des appareils automatiques specifiques. 

[0007] Pour I' identification des sous-populations leucocytaires, la numeration des granulocytes basophiles est par- 
ticulierement delicate etant donne que cette population ne represente, chez un individu sain, que 0,5 % a 1 % de la 
population leucocytaire totale. 

[0008] On observe une augmentation de cette population basophile, qui atteint alors une proportion de 2 a 3 % en 
poids, lors de reactions allergiques. Parmi les infections, ce sont la tuberculose et la varicelle qui peuvent entraTner 
une basophilie et, pour les maladies metaboliques, le myxoedeme et les hyperlipidemies. Par consequent, la nume- 
ration des granulocytes basophiles revet une importance particuliere. 

[0009] Le Brevet FR 90 01660 et son equivalent US 5 196 346 decrivent un reactif qui preserve les granulocytes 
basophiles, de facon a permettre leur determination par mesure de resistivity. Cependant, ce reactif ne permet pas la 
mesure de I'hemoglobine. 

[0010] On rappellera que I'hemoglobine est une chromo-proteine contenue dans les globules rouges du sang ou 
Erythrocytes. 

[0011] La mesure de la concentration en hemoglobine necessite done I'utilisation d'un reactif de lyse cellulaire ca- 
pable de provoquer la lyse des Erythrocytes, afin de libErer rhempglobine pour sa mesure. 

[0012] II est connu pour cela d'utiliser des r6actifs contenant au moins un detergent et des ions cyanures capables 
de procEder a la transformation de I'hemoglobine en un compose chromogene pour permettre sa determination par 
mesure de colorimetrie. 

[0013] Un reactif cyanure de ce type est decrit dans les Brevets US 3 874 852 et US 3 854 914. 
[0014] Toutefois, ces reactif s ont pour inconvenient principal d'utiliser du cyanure. De plus, ils ne permettent pas 
d'identifier et de quantifier les sous-populations leucocytaires contenues dans I'echantillon de sang a analyser. 
[0015] II est a noter que des reactifs, ne contenant pas de cyanure et permettant la determination des leucocytes 
en plus de la mesure de I'hemoglobine, ont deja 6t6 proposes dans I'art anterieur. 

[0016] Ainsi, le document WO 96 02841 decrit un r6actif de mesure de I'hemoglobine sans cyanure, lequel contient 
un detergent ainsi qu'un sel d'hydroxylamine. Ce reactif peut etre utilise pour la numeration cjes leucocytes totaux, 
mais aucune differentiation leucocytaire n'est possible. 

[0017] Le Brevet US 5 242 832 decrit un reactif similaire qui permet egalement une identification leucocytaire parti elle. 
Cependant, ce reactif ne permet pas I'identification des cellules basophiles, mais seulement revaluation des lympho- 
cytes, monocytes et granulocytes. 

[0018] Le document WO 98 3201 6 decrit aussi un reactif de ce type. Toutefois, les sous-populations gran ulocytai res 
minoritaires, que sont les eosinophils et les basophiles, ne sont pas identifies par le r6actif decrit dans cette publi- 
cation. 

[0019] L'invention a notamment pour but de surmonter les inconvenients des reactifs connus. 
[0020] Elle vise en particulier a procurer un reactif d'analyse hematologique pour la determination des leucocytes, 
et en particulier I'identification et la quantification d'une sous-population leucocytaire, que constituent les cellules ba- 
sophiles, et cela dans un echantillon de sang total. 

[0021] L'invention vise egalement a procurer un reactif permettant notamment la lyse des Erythrocytes ou globules 
rouges, necessaire a la determination des leucocytes ainsi qu'a la mesure de I'hemoglobine. 

[0022] Elle vise aussi a procurer un tel reactif d'analyse hematologique sous la forme d'un reactif unique, et non pas 
d'un systeme de reactifs. 

[0023] Elle vise encore a procurer un tel r6actif d'analyse hematologique qui ne comporte pas de composes cyanures. 
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[0024] En outre, I'invention vise k procurer un te! reactif h6matologique convenant tout particuli&rement aux auto- 
mates h6matologiques. 

[0025] Uinvention propose k cet effet un r6actif d'analyse hematologique du type defini ci-dessus, lequef comprend 
essentieilement : 

5 

un systeme tampon propre k ajuster seiectivement le pH du reactif k une valeur acide, en particulier inf6rieure k 3 ; 

au moins un detergent de type cationique ; et 

10 - un compose nitrogdne. 

[0026] Le systeme tampon du r6actif est un constituant cl6 car ie pH du reactif permet I'identification de la sous- 
population constitute par les cellules basophiles, lesquelles sont d'un int6r§t particulier. 

[0027] En effet, du fait de leurs caracttristiques biochimiques, les cellules basophiles sont susceptibles de resister 
15 plus longtemps que les autres sous-populations leucocytaires k I'agressivite d'un pH acide. Cette propriete permet 
done leur isolement et leur identification, notamment par une mesure resistive. 

[0028] Avantageusement, le systeme tampon est choisi pour que la valeur de pH du reactif soit inferieure k 3, et de 
preference egale k 2,4. 

[0029] Le systeme tampon est avantageusement choisi parmi les suivants : 

20 

chlorure de potassium / acide chlorhydrique ; 
acide tartarique / hydroxyde de sodium ; 
25 - acide citrique / hydroxyde de sodium ; 

potassium hydrogenophtalate / acide chlorhydrique ; 
acide citrique / di-sodium hydrogenophosphate ; et 

30 

acide borique / acide citrique / potassium dihydrogenophosphate. 

[0030] Les detergents de type cationique exercent une fonction de lyse des globules rouges ou Erythrocytes, ce qui 
permet de libtrer I'hemoglobine qui peut etre ensuite determinde par mesure d'absorbance. D'une mantere genSrale, 
35 les detergents ioniques (anioniques et cationiques), sont principalement utilises pour dissocier les complexes protei- 
ques et solubiliser les prolines des membranes, lis sont dits d6naturants. Leur action est rapide et done compatible 
avec les contraintes de cadence specifiques aux appareils automatiques. 
[0031] Le detergent est avantageusement choisi parmi les composes suivants : 

40 - les amines primaires, les acetates et chlorhydrates d'amines grasses ; 

les sels d'ammonium quaternaire et le bromure de trim6thylc6thyl ammonium ; 

les amides de diamines substitutes, cationisees par le sulfate d'ethyle, la diethanolamino-propylamine ou le die- 
45 thylamino-propylamide; et 

les amides de diethyltnetriamine cyclises. 

[0032] Le compose nitrog6n6 exerce essentieilement une fonction de stabilisation physico-chimique des derives 
50 d'oxydation de f'hemoglobine. 

[0033] Ce compose nitrogend est avantageusement une thiour6e, en particulier la t ,3-dim6thyl-2-thiour6e. 
[0034] Le r6actif de I'invention peut comprendre en outre au moins un sel inorganique. 

[0035] Ce sel, s'il est present, intervient dans J'activite detergente et permet de maintenir dans les limites de la 
normalite les ph6nom6nes d'osmose au niveau des membranes cellulaires, ce qui est important pour la determination 
55 des cellules basophiles. Ce sel joue 6galement un rdle dans les methodes de mesure de resistivite qui sont g6nera- 
lernent appliqu6es dans les automates hematologiques. 

[0036] Le sel inorganique est avantageusement constitu6 par un sel de metal alcalin. En tant que sels utilisables, 
on peut citer principalement les chlorures ou sulfates de sodium ou de potassium. 
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[0037] De manure pref6rentiel1e, le detergent est present k une concentration de 0,2-20 g/l et le compose* nitrogeYiS 
k une concentration de 0,1-10 g/l. 

[0038] L'invention sera d6crite maintenant en reference k Texemple non limrtatrf suivant. 
s EXEMPLE 

[0039] On prepare un reactif d'analyse hematologique k partir des composes ci-dessous, et dans les concentrations 
indiquees : 
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Composes 


Concentrations 




chlorure de potassium 


5-10 g/l 




1 ,3-dim6thyl-2-thiouree 


0,5-3 g/l 




dodecyltrim6thyl ammonium chlorure 


0,5-5 g/l 


15 


potassium hydrogenophosphate/HCI 


1,0-10 g/l 



[0040] Les composes ci-dessus sont melanges et le pH est ajuste k une valeur acide interieure k 3, et typiquement 
de Tordre de 2,4. 

[0041] A I'aide de ce reactif, on precede k des analyses h6matologiques sur un echantillon de sang total humain en 
20 utilisant un automate d'heVnatologie. 

[0042] Pour cela, on met en contact 10uJ de Techantillon de sang total avec 2ml du r6actif ci-dessus k 35°C. 
[0043] On procede k differents types d'analyses en comparant le reactif de I'invention avec un ou plusieurs reactifs 
de reference. 

[0044] Le reactif de reference est une lyse utilised dans las automates hematologiques afin de reproduire le dosage 
25 de I'hemoglobine suivant la methodologie classique, non automatique, dite de Drabkin. II s'agit du dosage de la cyan- 
m6th6rrioglobine. 

[0045] Selon cette methode, le fer ferreux (Fe ++ ) de Theme des hemoglobine, oxyhemoglobine et carboxyh6moglo- 
bine contenues dans les globules rouges est oxyde" en fer ferrique (Fe +++ ) par le cyanure de fer pour former la methe- 
moglobine. La methemoglobine se combine ensuite avec des ions cyanure pour former la cyanmethemoglobine, la- 

30 quelle est mesur6e par spectrophotometrie k 540 nm [Drabkln, J. Biol. Cham. 112:51 (1935)]. 

[0046] Par centre, le reactif de I'invention est utilise dans un mode de dosage sans cyanure. L'hemoglobine erythro- 
cytaire est eiu6e par Taction d'un agent de lyse approprie. Le fer hemique de I'hemogfoblne eiuee est oxyd6 par Taction 
combined du compose 6rythrolytique et de Toxygene dissous dans la solution. La methemoglobine libre est instable 
si on la compare k la cyanmethemoglobine. On utilise done des composes ayant des atomes donneurs d'6lectrons 

35 pour require le fer hemique et stabiliser la methemoglobine. 

[0047] Le reactif de I'invention est utilise* pour difterents types d'analyses effectudes sur un automate hematologique. 

1 ) Numeration des leucocytes 

40 [0048] On procede k une numeration des leucocytes ou globules blancs totaux. 

[0049] On compare les resultats de mesure obtenus avec le r6actif de I'invention et avec un r6actif de reference qui 
ne permet pas de differentiation leucocytaire m§me partielle. 

[0050] La figure 1 montre les valeurs de mesures exprim6es en milliers de cellules, d'une part pour le rdactif de 
r6f6rence repr6sente en abscisse, et d'autre part pour le r6actif de I'invention repr6sent6 en ordonnee. 
45 [0051] Le graphique montre une excellente correlation entre les deux types de mesures. Les valeurs du coefficient 
de correlation (R 2 = 0,99) et de la pente de ladroite de regression (0,99) indiquent une trfcs bonne correlation. 

2) Differentiation et numeration des polynucl6aires basophiles 

50 [0052] La figure 2 montre la courbe resultant de Tanalyse resistive d'un 6chantillon de sang total avec le r6actif de 
I'invention d6crit plus haut. Cette courbe represente un histogrammme de repartition des cellules en fonction de leurs 
failles. 

[0053] L'axe des x (abscisse) correspond k la determination des volumes cellulaires (u.3) calcul6s par une mesure 
resistive. Les polynuc!6aires basophiles se situent k droite du curseur central (BAS). A gauche de ce curseur central 
55 se trouvent toutes les autres sous-populations leucocytaires non differentiates volumetriquement du fait de la forte 
agressivite du pH du r6actif. 

[0054] Dans Texemple, on identifie des polynucieaires basophiles qui represented une proportion de 6,2 % (en 
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volume) par rapport k la population leucocytaire totale. 
3) Mesure de I'hemoglobine 

[0055] On effectue une mesure de I'hemoglobine avec le reactif de ('invention et on compare les r6sultats de mesures 
de la concentration en hemoglobine avec le reactif de invention et un reactif de reference contenant des composes 
cyanur6s. 

[0056] La figure 3 montre fes valeurs de concentrations en hemoglobine (exprimees en grammes/litre) obtenues par 
le reactif de reference (representation en abscisse) et le reactif de ['invention (representation en ordonnee). Lk encore, 
les valeurs du coefficient de correlation (R2 = 0,99) et de la pente de la droite de regression (1 ,09) indiquent une tres 
bonne correlation. 

[0057] Ainsi, I'invention procure un reactif unique qui permet la determination des leucocytes, Identification d'une 
sous-population leucocytaire (en particulier les polynucieaires basophiles) et la mesure de I'hemoglobine, et cela sans 
utilisation de composes cyanur6s. 

[0058] Le reactif de I'invention presente notamment la particulate de permettre la mesure de I'hemoglobine dans 
des conditions tres acides par rapport aux reactifs connus. 

[0059] En outre, ce reactif se presente sous la forme d'un reactif unique, et non d'un systeme de plusieurs reactifs, 
et il convient tout specialement aux analyses effectuees sur des automates hematologiques. 

[0060] Bien entendu, I'invention n'est pas limitee k I'exemple de realisation decrit pr6cedemment et s'etend k d'autres 
variantes de realisation. 



Revendicatlons 

1. R6actif pour la determination des leucocytes et des polynucieaires basophiles, ainsi que pour la mesure de I'he- 
moglobine dans un echantillon de sang, 

caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

un systeme tampon propre k ajuster s6lectivement le pH du r6actif k une valeur acide, en particulier une valeur 
inferieure k 3 ; 

au moins un detergent de type cationique ; 
un compose nitrogene. 

2. Reactif selon la revendication 1 , caracterise en ce que le systeme tampon est propre k ajuster le pH k une valeur 
egale k 2,4. 

3. R6actif selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le systeme tampon est choisi parmi : 

chlorure de potassium / acide chlorhydrique ; 

acide tartarique / hydroxyde de sodium ; 

acide citrique / hydroxyde de sodium ; 

potassium hydrogenophtalate / acide chlorhydrique ; 

acide citrique / di-sodium hydrog6nophosphate ; et 

acide borique / acide citrique / potassium dihydrogenophosphate. 

4. R6actif selon I'uhe des revendications 1 k 3, caracterise en ce que le detergent est choisi parmi : 

les amines primaires, les acetates et chlorhydrates d'amines grasses ; 

les sels d'ammonium quaternaire et le bromure de trimethylcethyl ammonium ; 
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les amides de diamines substitudes, cationis6es par le sulfate d'6thyle, la diSthanolamino-propylamine ou le 
di&hylamino-propylamide ; et 

les amides de di6thyl6netriamine cyclists. 

5. Fteactif selon I'une des revendications 1 a 4, caracteVise* en ce que le compose* nitrog6n6 est une thiourea, en 
particulier la 1 ,3-dim6thyl-2-thiour§e. 

6. Fteactif selon Tune des revendications 1 a 5, caract6ris6 en ce qu'il comprend en outre au moins un sel inorganique. 

7. Fteactif selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que le sel inorganique est un sel de m6ta! alcalin. 

8. Fteactif selon I'une des revendications 6 et 7, caract6ris6 en ce que le sel inorganique est choisi parmi les chlorures 
et sulfates de sodium ou de potassium. 

9. Fteactif selon I'une des revendications 1 a 8, caracteris6 en ce que le detergent est present a une concentration 
de 0,2-20 g/l et le compose nitrog6n6 a une concentration de 0,1-10 g/l. 

10. Fteactif selon I'une des revendications 1 a 9, caract6ris6 par la composition suivante : 



Composes 


Concentrations 


chlorure de potassium 

1 ,3-dimethyl-2-thiour6e 

dodecy It ri methyl ammonium chiorure 

potassium hydrog6nophosphate/HCI 


5-10 g/l 
0,5-3 g/l 
0,5-5 g/l 
1,0-10 g/l 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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x 1000 cellules 




x 1000 cellules 



FIG.1 



6,2 % 




FIG.2 
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13-07-2000 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Datede 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP 0442776 



JP 
KR 
NO 
PT 
US 
ZA 



4230854 A 
176253 B 
301949 B 
96741 A, 
5196346 A 
9100636 A 



19-08-1992 
15-05-1999 
29-12-1997 
31-10-1991 
23-03-1993 
27-11-1991 



Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Offlciel de fOffice europeen des brevets, No. 1 2/82 
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